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(§) Verfahren zur DNA-Markierung 


Es wird ein Verfahren mr Markierung von DNA-Fragmen- 
ten (Oligonukteotiden) unter Verwendung von Fluorescent 
f arbstoffen beschrieben. Erfindungsgemafc erfolgt die Mar- 
kierung dadurch, da& man die DNA-Fragmente in ihre 5'-(S- 
Triphenyl-methyl-3-mercapto-propylpbospho)-Denvate 
uberfQhrt und diese nach Abspaltung der Triphenylmethyl- 
gruppe mlt einem (5- und/oder 6}-Jodacetamino-Rhodamin 
Oder Fluorescein umsetrt. 

Das erfindungsgema&e Verfahren eignet sich sehr gut fur 
die Markierung von DNA-Fragmenten bei der DNA-Se- 
quenzanaiyse nach der Didesoxy-Methode, z. B. zur Ftuores- 
zenzmarkierung von M13-Prirner. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Markierung von DNA~Fragmenten unter Verwendung von Fluoreszenfarbstoffen, da- 
durch gekeimzeiehnet, daB man die DNA~Fragmente in ihr 5^S-TiphenyI-methyl-3-raercaptoi5ropyIp~ 
hospho)-Derivat iiberfiihrt und dieses nach Abspaltung der Triphenylmethylgruppe mit einem (5« und/oder 
6)-Jodacetamino-Rhodamin oder -Fluorescein umsetzt 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als (5- und/oder €)-Jodacetamino-Rhoda» 
min das {5- und/oder 6)-Jodacetamino-tetramethyl-Rhodamin einsetzt 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man als (5- und/oder 6)- Jodacetamino- Fluores- 
cein das 5-Jodacetamino-FIuorescein einsetzt 

4. Verwendung des Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 3 zur Sequenzanalyse von DNA. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, dadurch gekennzeicbnet, daB man die Sequenzanalyse nach der Didesoxy- 
Methodedurchgefuhrt . 

6. Verwendung nach Anspruch 5 t dadurch gekennzeichnet, daB man als Pnmer emen Ml3-Pnmer nut 
Fluoreszenzmarkierung verwendet, der durch Umsetzung seines 5'-(S-Triphenylmethyi"3-mercapto-pro- 
pyIphospho)-Derivats mit einem (5- und/oder 6)-Jodacetammo-Rhodamin oder -Fluorescein erhaltlich ist 

7. Das in den Beispielen beschriebene Verfahren zur Markierung von DNA-Fragmenten. 

8. Verwendung von (5* und/oder 6Hodacetamino-Rhodaminen oder -Fluoresceinen zur Fluoreszenzmar- 
kierung organischer Verbindungen, insbesondere von DN A-Fragmentea 

9. Verbindung der Formei I 




10. Verbindungder Formei II 




. (H) 



CT 



11. Verbindung der Formei I nach Anspruch 10, worin "Oligonukleotid" die Bedeutung d [GTAAAAC- 
GACGGCCAGTJ hat 

12. Verbindung der Formei II nach Anspruch 10, worin "Oligonukleotid" die Bedeutung [GTAAAAO 
GACGGCCAGTj hat 

Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Markierung von DNA-Fragmenten unter Verwendung von Fluores- 
zenzfarbstoffen und seine Anwendung in der Sequenzanalyse von DNA. 

Zur Sequenzanalyse von DNAsind verscbiedene Methoden bekannt Die meisten Verfahren zur Bestimmung 
der DNA~Sequenz basieren entweder auf einem chemischen Abbau durch basenspezifische chemische Reaktio- 
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nen (vgl. A. M. Maxam und W. Gilbert, Proc, Natl Acad. Sci. USA 74 (1977) 560-564), oder auf enzymatischen - 
Methoden der Sequenzbestimmung auf der Grundlage der durch DNA-Po!ymerase katalysierten Verlangerung 
v7n DNA-Ketten (vgl. F. Sanger and A R. Coulson, J. MoL Biol. 94 (1975) 441 -448; R Sanger et al, Nature -265 
(1977) 687-695). Nach der sogenannten "Didesoxy-Methode" werden als spezifische Termmatoren der DNA- 
Kettenverlangerung 2'^-Didesoxynukleosid-Triphosphate, z. B. ddA TP, eingesetzt (F Sanger et al, Proc. Nad. 5 
Acad Sci USA 74 (1977) 5463-5467; vgl. zusammenfassend auch R. iCmppers, Molekulare Genetik,4. Aullage. 
Thieme-Verlag Stuttgart, New York 1985, Seiten 402-407). Die enzymatischen Methoden s.nd msbesondere 
zur BTstnnmung fOr lange DNA-Sequenzen geeignet. weil fur jede einzelne Sequenzierungsreaktion nur em 

ge z^Bettimmung der DNA-^gmente ist es bet alien Sequenzierungsmethoden erforderlich. d« DNA-Frag- to 
mente spezSSh zu markieren. Dies kann durch Markierung mit radioaktiven Isotopen (radioakUye Markie- 
^JSS^tIL*^ isotope werden insbesondere *H, «C, *S und »P verwendet Fur eintge Bestim- 
SSK wfe I B die "Southern Blot"-Methode, ist eine sehr intensive Markierung erforderhch. Wegen 
r Sn SungMt von 3 H und «C kam deshalb nur das Phosphor-Isotop «P m ^etmcht .D» 
BenLunJ dieser Substanz hat jedoch viele Nachteile, die bisher £-£»E 
Biotting"-Methode in der medizinischen Routinediagnostik verbindert haben; «P ist sehr teuer, hat dne] Halb >■ 
wertzeh von nur 14,3 Tagen (es muB also schnell verbraucht werden, und eine Lagerhaltung ist unmoghch) und 
muB nach der Benukung mh groBem Aufwand beseitigt werden Darferhinaus smdfUr Personal und Ausstat- 
tung des Labors umfangreiche Sicherheitsvorkehrungen uner laBlicfc Auch die Zeit b« z "m Voriiegen^ der 
Erglbnisse ist in der Regel sehr lang, da mit P 32 markierte gd-elektrophoretisch aufgetrennte DNA-Fragemente 2 o 
meist mehrere Tage bis Wochen auf einem Roiitgenf ilm liegen miissen bevor Signale sichtbar werden. 

Eine noch grdBere Rolle spielt dieser zeitliche Aspekt fur das Isotop 3 H, das vorwiegend far die m-situ-Hybn- 
disierung", also den direkten Nachweis von DNA-Sequenzen in histologischen Pr&paraten, verwendet wird. Hier 

betragen die Expositionszeiten oft mehrere Monate. , .... . ■ „ 

Zur Vermeidung dieser Probleme wurde deshalb vorgeschlagen, die radioaktive Markierung durch erne 25 
Markierung mit Nukleotiden zu ersetzen. die iiber die 5-Stellung des Pyriinidinrmges und emen Ally amin-Arm 
an ein MolSktil Biotin gekoppelt sind; solche Nukleotide verhalten sich bei der fUr die ;'Southern-Blot -Methode 
verwendeten sogenannten "nick-translation" wie ihre unsubstituierten Analoga, vtobm d>e Biotmreste rter one 
AntikOrperreaktion leicht nachgewiesen werden konnen (vgl. z. B. Nachnchten Chem, Tech. Lab. 34 (1986) Seite 
430). Durch Optimierung der experimentelien Bedingungen konnte diese Methode so optimiert werden, dais sie 
in ihrer Empfindlichkeit mit den radioakdven Markierungsverfahren vergleichbar ist 

Nach einer anderen Art der DNA-Markierung wird, in Anwendung auf die "Didesoxy-Methode , der Ml 3 
-Primer in jedem der vier Ansatze mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, und zwar nut Fluorescem-Isothio- 
cyanat (F1TC), 4-Chior-7-nitroben Z o-2-oxa-l-diazol (NBD-Chiorid), ^^l^^^^.^ 
(TMR1TC) und mit Texasrot (vgl. Bio Technology 3 (1985) 395-396; Nachnchten Chem. Tech. Lab. 34 (1986 
430-431). Die so markierten DNA-Abschnitte konnen dann mit einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und mit 
einem Laser photometrisch bestimmt werden. Ein Hauptproblem bei dieser Methode ist die optische Empfind- 
lichkeit des photometrischen Systems, weil jedes DNA-Fragment nur ein MolekUl des Fluoi ^szenzmarkers 
enthalt, woraus sich erne Konzentration des Fluoreszenzfarbstoffs im Gel von nur ca. 10-"> M ergibt Nach 
dieser Methode wurden bisher nur synthetische OligonukleotWe analysiert nil— 

L M. Smith et al (Nucleic Acids Reserarch 13 (1985) 2399-2412) beschreiben die Synthese von OhgonuWeoti- 
den mit einer aliphatischen Aminogruppe an ihrer 5'-Endstella Diese Ammogruppe kann m it seiner ^eteaW 
elektrophiier Reagentien umgesetzt werden. Auf diese Weise lassen sich Fluoreszenzfarbstoffe an chemisch 
synthetisierteDNA-Primer-Oligonukleotidekovaltentbinden. „ . ,n«..«#„,twM«rt 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Markierung von ^DNA-Fragmenten . (Oligonukleouden) 
unter Verwendung von Fluoreszenzf arbstoffen, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man die ONA-Fragmente 
(Oligonukleotide) in ihr 5^(S-Triphenylmethyi-3-mercapto-propylphospho)-Deriva^ t uberfuhrt undL dieses nach 
Abspaltung der Triphenylmethyigruppe (Tritylgruppe) mit einem (5- und/oder 6)-Jodacetammo-Rhodamm Oder 
-Fluorescein (englisch: (5- and/or 6)-Jodacetamido-rhodamine or -fiuoresceme) umsetzt . 

Als Rhodamingertist in den Jodacetamino-derivaten kdnnen alle Rhodamme, w>e z, B. Rhodamm, Tetraet- so 
hylrhodamin (Rhodamin B), Rhodamin 6G eingesetzt werden, als Fluoresceingertist alle Fiuoresceme, wie z. B. 
Fluorescein oder Tetrabromf luorescein (Eosin). 

Aufgrund seiner Fluoreszenzeigenschaften wird erfindungsgemaB das (5- und/oder 6)-Jodacetammo^etrame- 
thvlrhodamin bevorzugt eingesetzt Es besitzt einen sehr hohen Extmktionskoeffizienten, eine hohe Quanten- 

auVbeute!3eL 55 
von 52 nm. Ein bevorzugt eingesetztes (5- und/oder 6)-Jodacetammo-Fluorescemdenvat ist das 5-Jodacetammo- 

F1 r5e e Fo e rmeln I und II zeigen die Struktur von nach dem erfindungsgemaBen Verfahren mitTetramethylrhoda- 
min (I) und mit Fluorescein (H) markierten DNA-Fragmentes. 
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Aufgrund ihrer Eigenschaften eignen sich die nach dera erfindungsgem&Ben Verfahren markierten DNA- 
Fragmente sehr gut zur Sequenzanalyse von DNA, Gegenstand der Erfindung ist deshalb auch die Verwendung 
des erfindungsgemafien Verfahrens zur Markierung von DN A-Fragmenten zur Sequenzanalyse von DH A. 

Beyorzugt wird das erfindungsgem&Be Verfahren zur Sequenzanalyse nach der Didesoxy-Methode einge- 
setzt, wobei man als Primer insbesondere einen M13-Primer mit Fluoreszenzmarkierung verwendet, der durch 
Umsetzung seines S'^S-Triphenyl-methyl-S-mercapto-propylphosphoJ^Derivats nach Abspaltung der Triphe- 
nyimethylgruppe mit einem (5- und/oder 6)-Jodacet-amino-Rhodaniin oder -Fluorescein erhaltlich ist Es ist aber 
auch eine MariderungandererOIigonukleotidemdglich, indem man sie in ihr entsprechendes 5 r -(S-Triphenylme- 
thyl-3~mercapto-propylphospho)-Derivat liberfahrt und dieses nach Abspaltung der Triphenylmethylgruppe 
(Tritylgruppe) mit einern (5- und/oder 6)-Jodacetamino-Rhodamin oder -Fluorescein umsetzt. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren stellt eine zuverlassige, einfache und kostengOnstige Methode zur Markie- 
rung von DNA-Fragmenten dar, mit dem die Nachteile des Standes der Technik weitgehend vermieden werden 
k6nnen. Aufgrund der Empfindlichkeit der markierten DNA-Fragmente eignet sich das Verfahren auch sehr gut 
zur laser-induzierten photometrischen Bestimmungder markierten DNA-Fragmente in autbmatischen Geraten, 
z, B. in dem in der deutschen Patentanmeldung der gleichen Anmeiderin vom gleichen Anmeldetag {Titeh 
Vorrichtung zur Detektion von zur Photonemission anregbaren Stoffen) beschriebenen Gerat, sowie auch fur 
andere Bioresearch- und Btotechnologieverfahren unter Verwendung markierter DNA-Fragmente, 

Weiterer Gegenstand der Erfindung ist auch die Verwendung von (5* und/oder 6)-Jodaqetamino-Rhodaminen 
oder -Fluoresceinen zur Fluoreszenzmarkierung organischer Verbindungen, insbesondere von DN A-Fragmen- 
ten. 

Die Herstellung der 5'-(S-Tripheny]methyI-3-mercapto-propyl-phospho)*Oiigonukleotide kann durch Kon- 
densation von Triethylammonium [S-triphenylmethyl-3-mercaptopropyl, 2-(l-methyiimida~zol-2-yI)phenylprios- 
phat] mit der 5'-terminalen Hydroxy-Gruppe eines an einen Trager (z. B. iangkettiges Alkylamin/GIas) gebunde- 
nen Oligonukleotids erfolgen (vgt B.S, Sproat et al, Nucleic Acids Research 14 (1986) 181 1 — 1824), 

Die Abspaltung der Triphenylmethylgruppe (Detritylierung) kann z> B. mit Stlbernttrat analog der von B. A. 
Connolly und P. Rider (Nucleic Acids Res, 13 (1985) 4485—4502) beschriebenen Methode erfolgen- Die so 
erhaltene Verbindung mit freier SH-Gruppe wird dann bei einem pH-Wert von ca. 8,5 mit dem (5- und/oder 
6)-Jod-acetamido-Rhodamin oder - Fluorescein umgesetzt 

Die nachfolgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautern, ohne sie darauf zu beschr&nkea Wenn nicht 
anders angegeben, beziehen sich Prozent- und Gewichtsangaben auf Gewichfsprozente und Gewichtsteile, die 
Temperatur auf die Celsius-Skala. . 

Beispiele 

Die Ldsungsmittel und Reagentien f Hr die Festphasen-Oiigode-oxyrihonukleotid-Synthese nach der Phospho- 
triester-Methode wurden wie bei B.S. Sproat et al t he. beschrieben hergestellt Das S-Triphenyhnethyl-3-mer- 
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captopropanol wurde nach B. A. Connolly und P. Rider, L a hergestelfc Das (5- und/oder ej-Jodacetamino-tetra- 
methylrhodamin wurde von Molecular Probes, Inc, Junction City, Oregon, USA, bezogen. 
Die NMR-Spektren wurden an einem Bruker AM250-Spektrometer aufgenommen. 

Beispiel 1 

DarstenungvonTriethylammoniumiS-triphenylmethyl-3-mercapto-propyI. 
2-(i-meUiylimidazol-2-yl)phenyIphosphat] 

S-Triphenylmethyl-3-mercaptopropanoI (3,34 g, 1 0 mMol) wurde durch die bei B. S. Sproatei l al ^ bes*rie- 
bene Mertiode in die Titelverbindung Obergemhrt Das Rohprodukt wurde auf eme Kieselgel 60 H-Saule (170 g, 
aTm x 7 cn?D^^^^^ =99/1, v/v) aufgebracht und die Sauie danii mil . Dichtormethan/ 

nnSXrmeth^aWriethvlMnin (1,5 1, 10/89/1; vM unter Verwendung eines Stickstoffdruckes eluiert Die das 
reS^ 

Vemendune von Ethanol/ChlorofornAriethylamin =10/89/1; r/vals Eiuans; das Bespruhen der Pfctte mit 
7oEer Je&aure?Eth^ 3/2; v/v ergab einen gelborangen Fleck) wurden gesamme t und im Jakuum 
emg e damp?wooeiein etwas hygroskopischerweiBerSchaum(l,6g,24% Ausbeute)zuruckbheb.Da S erhaltene 
Produkt zeigte die entsprechenden 31 P- und t3 C NMR-Spektren. 

Beispiel 2 

5'-(S-Triphenylmethyl-3-mercaptopropylphospho)-d[;GTAAAACGACGGCCAGTl 

VolktMndie eeschtltztes rGTAAAACGACGGCCAGTj wurde mittels einer hoch wirksamen Phosphotriester- 
1^5^^^^ al, I. c.) im 1 uMol-MaBstan an einen Trager (langkettiges Alky amin/Porenglas) 
gebunden Danach ™de ein weiterer Reakionszyklus durchgefuhr^ bei dem Triethylammonium [S-t"phenyU 
S;i-3 mercaptopropyl, ^l-methylimWazoi^yOphenylphosphat] nut der 5 ' n '«^^^^^ 
des A den Tracer eebundenen Oligodesoxyribonukleotids kondensiert wurde. Das modifizierte Oligodesoxyn 

oonukleo^ 

unter Verwendune von Oximat gefolgt von 25%igem Ammoniak, abgetrennt Nach der Ammomakstute wurde 
d2 ^ Rohwodukrdwch Dialyse enTsalzt, und das gewunschte 5^(S-Triphenylmethyl-3-mercaptopropylp- 
tosphoiC durch reserved phase-Hochdruckflfissigkeitschromatograph.e (HPLC) an 

SXK^ffvS?endung von 0,1 M Triethylammoniumacetat (pH=7)/Acetomttil ak Ebens f re.- 
niS Die S^riphenylinethyl-Verbindung kam bei einer Pufferzusammensetzung yon ca. 29% AcetomtriL Die 
P^^SHSSeBLi wurde im Vakuum zur Trockne verdampf t und hinterlieB em weiBes Gias (ca. 
160 nMol, bestimmt durch UV-Spektroskopie). 

Beispiel 3 

HerstellungdermitTetramemyIrhodaminmarkiertenrf[GTAAAACGACGGCCAGTl(FormeH) 

5HS-Tripbenylmemyl-3-me^^^ 
Silbernitrat gernaB der von B. A. Connolly und P. Rider, L c, beschnebener, iMethod mtf a^SSShSSJS 
und nach Entfernung der Silberionen mit D thiothreitol wurde erne kleme Menge der Ldsung durch reservea 

(HPLC) an ^-Bondapak C 18 analys.ert Das ^jopro- 
pyI P hospho)oligodeoxyribonukleotid eiuierte bei einer Acetonitruzusammenseteung von ca. 14%. Dm ^PH-Wer t 
der dS MeKaptooligodeoxyribonukleotid enthaltenden Losung wurde mit ■ N *™bjM^tow« aufW 
eintrestellt und elne Losung von (5- und/oder 6)-Jodacetammo-tetramethylrhodamm (200 nMol) m N,N-Dime- 
SformamW (flS S wSzugef flgt Die Losung wurde sorgfaltig gemischt und im Dunkeln be, Raumtempera- 
ur SSsSmS Iang belassen. Die rosafarbehe Losung wurde dann gegen Wasser dialer ■ "^J^eS 
T^tramethylrhodamm markierte Oligodeoxyribonukleotid wurde durch >°« s t a ^ 
chromatographic (HPLC) an Partisii 10SAX gereinigt unter Verwendung ernes Konzentrationsgradienten von 
tSSSSS^t^ PH-63, in ForLmiAasser (6/4, v/v) als Eiuans • Dasgereimgt m.tT^ame- 
thvlrhodamin markierteOligonukleotid wurde dann durch Dialyse entsatzt und im Dunkeln bei -20 C gelagert. 
HSS2 ^KsSTorlszenzmariderte M13-Primer der Forme! I wurde zur ^DurcW unhung von jerbesser- 
tenStandard-Dideoxy-Methoden, wie sie bei S. A. Williams et al, Btotechmques 4 (1986) 138-147 beschrieben 
sSd ^feLSsetz^ wS da! Dideoxy/Deoxy-Verhaltnis so optimiert wurde, urn eine gute Markierung der ersten 
300 bis 400 Basen sicherzustellen. Es wurden sehr gute Ergebmsse erhalten. 



Herstellung der mit Fluorescein markierten rf[GTAAA ACGACGGCCAGT] (Forme! II) 

Wie in Beispiel 3 beschrieben, wurde das 5H3-mercapto-propylpho S pho)-oiigodeoxyribonukleo^ mh 
cetamino-fluorescein anstelle von Jodeacetamino-tetramethylrhodamin umgesetzt Das mit Fluorescein mar- 

graphie (HPLC) gereinigt Nach Entsalzung durch Dialyse wurde das fluoreszenzmarkierte Oligodeoxynbonu- 
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ieotid dann weiter durch Umkehrphasen-HPLC an einer Aquapore RP-300 Cs-SSule gereinigt Das Produkt 
(Huoressenzmarkierter MI3-Primer) eluiert bei einem Acetonitriigehait von ca« 25% und wird danach durch 
DiaJyse entsafet 
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Abstract of DE3642939 

A process for labelling DNA fragments (oligonucleotides) using fluorescent dyes. The labelling is 
carried out by converting the DNA fragment into its 5'-[HS-(Y)z]-derivative, and the latter is reacted 
with a derivative of a fluorescent dye, which together with the 5'-[HS-(Y)z]-derivative forms a DNA 
fragment of the formula (I) fluorophore-X-S-{Y)z-CH <SIGN> -oligonucleotide, wherein X and Y 
independently are a group comprising one or more carbon atoms and/or hetero atoms, z = 0 or 1 , 
and fluorophore is the residue of a fluorescent dye. In a preferred embodiment the DNA fragment is 
converted into its 5'-(S-triphenylmethyi-3-mercaptopropyl phospho)-derivative and the 5'-(3- 
mercaptopropyl phosphoj-derivative obtained after cleavage of the triphenylmethyi group is reacted 
with a (5- and/or 6)»iodoacetamin<whodamine or -fluorescein. 



